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RESUME

Les techniques de génie génétique appliquées aux allergénes
ont permis de produire des allergénes recombinants. Les prin-
cipes et les différents stades de la production des allergénes
recombinants sont rappelés. Le clonage des allergénes permet
la caractérisation de I'ensemble des allergénes présents dans
un extrait. Il permet en outre la séquence de 'ADN complé-
mentaire, la détermination de la structure primaire de la pro-
téine, et la mise en évidence d’éventuelles homologies de struc-
ture entre des allergénes différents. L'étude des épitopes T et
B des allergeénes est également possible. La validation des aller-
génes recombinants doit s'assurer de la pureté des allergénes
recombinants, de leur absence de toxicité, de leur stabilité,
mais surtout de leur activité immunologique et de leur iden-
tité avec I'allergéne naturel, ce qui peut étre réalisé par diffé-
rentes techniques in vivo et in vitro. Des exemples sont don-
nés 4 propos des allergénes recombinants Bet v 1 et Bet v 2.
Le futur des allergénes recombinants dans la recherche fon-
damentale et dans la pratigue allergologique, a la fois sur le
plan diagnostique et sur le plan de la désensibilisation, est
envisagé.

SUMMARY

Recombinant allergens: the clinician’s point of view. -
Genetic engineering techniques applied to allergens have allo-
wed the production of recombinant allergens. The principles
and the various stages of recombinant allergen production are
reviewed. The cloning of allergens allows characterization of
all of the allergens present in an extract and also allows
sequencing of the complementary DNA, determination of the
primary structure of the protein, and demonstration of pos-
sible structural homologies between various allergens. The T
and B epitopes of allergens can also be studied. The valida-
tion of recombinant allergens must ensure the purity of recom-
binant allergens, their absence of toxicity, their stability, but
especially their immunological activity and their identity with
the natural allergen, which can be performed by various in
vivo and in vitro techniques. Examples are presented in rela-
tion to recombinant allergens Bet v 1 and Bet v 2. The future
of recombinant allergens in basic research and allergological
practice, both for diagnosis and for desensitization, is
discussed. ‘

Les moyens actuels de diagnostic en allergolo-
gie (tests cutanés, dosage d’IgE spécifiques) et la
désensibilisation utilisent des extraits allergé-
niques « naturels », qui contiennent de nombreux
autres composants que les molécules allergé-
niques ; dans certains extraits commerciaux, des
allergénes majeurs importants peuvent étre
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absents. En effet, le contenu en molécules aller-
géniques d’'un extrait dépend :

- De la source de production du matériel aller-
génique : pour les pollens ce contenu allergénique
peut dépendre des conditions environnementales,
pour les moisissures il peut dépendre du stade de
maturation de la culture qui a servi & produire
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l'allergéne, pour les allergénes animaux les aller-
génes peuvent étre différents selon que l'allergéne
a été préparé a partir de différentes especes ani-
males ou & partir de différents constituants de
Yanimal (pelage, peau, urine). Pour la pomme, il
a été montré récemment que l'activité allergénique
de I'extrait peut dépendre des espéces de pommes
utilisées et de la maturation de la pomme elle-
méme.

— Le contenu allergénique des extraits dépend
encore des procédés d’extraction et de stockage
utilisés. La purification de V'extrait allergénique
entraine également la copurification d’enzymes
qui peuvent dégrader les molécules allergéniques.
Le chauffage peut aussi dénaturer des allergénes
thermolabiles.

Depuis 1988, les techniques de génie génétique
ont été appliquées aux allergénes. Les ADN de
nombreux allergénes ont été clonés et introduits
dans des vecteurs d’expression, ce qui a permis la
production des allergénes recombinants corres-
pondants [1].

PRINCIPE DE LA PRODUCTION
DES ALLERGENES RECOMBINANTS

A partir des ARN messagers obtenus a partir
d'un agent allergénique, on produit les séquences
d’ADN complémentaires (ADNc) correspon-
dantes. Les ADNc sont ensuite insérés dans des
phages, et les clones de bactéries infectées par ces
phages qui produisent des allergénes, sont sélec-
tionnés. Cette sélection des clones bactériens peut
se faire d’aprés leur fixation d’anticorps IgE
humains ou dimmunoglobulines monospéci-
fiques d’animaux sensibilisés ou encore d’anti-
corps monoclonaux murins. Puis on isolera
I'ADNc spécifique d'un allergene, on l'insérera
dans un plasmide et on le fera produire par une
culture de bactéries hotes. Les allergénes recom-
binants peuvent également étre produits a partir
de levures.

INTERET DU CLONAGE DES ALLERGENES

Le clonage des allergénes permet la caractérisa-
tion de l'ensemble des allergénes présents dans un
extrait ; ceci peut étre utile pour la recherche
d’allergénes fragiles, ou non hydrosolubles, qui
peuvent ne pas étre isolés par les procédés de puri-
fication habituels des protéines [2].

Le clonage des allergeénes permet le séquencgage
de U'ADN complémentaire. Ceci permettra la déter-
mination de la structure primaire de la protéine
allergénique, ainsi que des comparaisons avec des
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banques de données d’ADN, pouvant conduire &
la mise en évidence d’identités et d’ homologies. A
titre d’exemple, il existe plus de 80 p. cent d’homo-
logies entre Bet v 1 (allergéne majeur du bouleau),
Aln g 1 (allergéne majeur de 'aulne), Cor a 1 (aller-
géne majeur du noisetier) et Car b 1 (allergeéne
majeur du charme). De méme, on a pu montrer
que la protéine recombinante de Bet v 1 avait une
homologie avec des protéines de résistance aux
maladies que l'on retrouve dans de nombreux
autres végétaux (haricot, persil, petit pois, etc.).
On pourra également détecter des homologies
avec des molécules isomorphes (variants molécu-
laires qui peuvent ne différer que de quelques
acides aminés, et qui ont le méme poids molécu-
laire, la méme structure tridimensionnelle et les
mémes fonctions biologiques).

Le clonage des allergénes permet l'étude des épi-
topes des allergénes.

— L'étude des épitopes T : il s'agit d’épitopes qui
ont une structure dépendant de la structure pri-
maire de la molécule allergénique et sont formés
en général par des séquences de 10 a 12 acides
aminés. Cette étude des épitopes T est possible
grace a l'utilisation de peptides chevauchants
(synthétisés in vitro ou obtenus par hydrolyse
enzymatique). L'étude de la stimulation in vitro
par ces peptides de clones de cellules T spécifiques
de l'allergéne permet d’identifier les épitopes T
(étude réalisée pour Bet v 1 par Ebner [3], pour
Der p 1 par Yssel [4], pour Fel d 1 par Rogers [5]).
D’apres ces études il s'avere que les épitopes T sont
multiples mais que certains peuvent étre immu-
nodominants.

~ L'étude des épitopes B est également possible.
Ces épitopes ont une structure tridimensionnelle
et sont conformationnels. La détermination des
épitopes B peut se faire par des anticorps mono-
clonaux murins, ces épitopes déterminés chez
P'animal seront ensuite comparés avec les épitopes
reconnus par des IgE humaines. Les résultats
obtenus seront comparés a ceux qui résultent de
l'utilisation de molécules allergéniques natives.

VALIDATION
DES ALLERGENES RECOMBINANTS [6]

Cette validation doit répondre aux étapes sui-
vantes :

1l faudra s’assurer de la pureté des allergénes
recombinants, de leur absence de toxicité, de
leur stabilité.

Il faudra surtout établir leur activité immu-
nologique et leur identité avec I'allergéne natu-
rel en utilisant des techniques in vitro et in
vivo.
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En effet, les allergénes produits dans les sys-
témes bactériens ne peuvent pas étre glycosylés,
alors que les allergénes naturels sont souvent des
glycoprotéines. Un allergéne recombinant peut
par ailleurs n’étre qu'un des isomorphes de l'aller-
gene naturel.

— Les méthodes in vitro ont pour but de démon-
trer la capacité de fixation des anticorps IgE spé-
cifiques sur les allergénes recombinants.
Différentes techniques sont utilisées : ELISA,
RAST, CAP, immunoblotting, inhibition de
I'ELISA ou du RAST, l'allergéne naturel étant fixé
sur la phase solide. On déterminera également la
capacité de libération d’histamine des allergénes
recombinants au niveau de basophiles de sujets
sensibilisés.

Nous avons pu ainsi montrer sur 50 sérums de
patients sensibilisés au pollen de bouleau, que ces
sérums fixaient a la fois I'allergéne naturel du bou-
leau et les allergénes recombinants Bet v 1 et Bet
v 2 [7]. Les allergénes recombinants étaient éga-
lement reconnus par ces sérums en utilisant la
technique de 'immunoempreinte. Larsen [8] a
montré que lallergéne recombinant Bet v 1 était
capable d'inhiber le RAST bouleau, I'allergéne
naturel bouleau étant fixé sur la phase solide. La
capacité de provoquer une libération d’histamine
sur des basophiles de sujets sensibilisés a été éga-
lement démontrée pour l'allergéne recombinant
Betv 1 et Bet v 2 par Valenta [9] et par G. Pauli et
coll. [71.

La capacité de fixation des anticorps anti-pol-
lens de graminées sur les allergénes recombinants
de la phléole a été également démontrée chez 180
patients atteints de pollinose aux graminées [10].
Cette étude a montré en outre que l'allergie aux
pollens de graminées était détectée avec un
mélange de 4 allergénes recombinants chez 94 p.
cent des patients sensibilisés a la phléole.

~ Les méthodes in vivo comportent I'étude de
modeles expérimentaux chez 'animal (des immu-
nisations avec l'allergéne recombinant du bouleau
ont été réalisées chez le primate ainsi que chez la
souris), et I'étude de tests cutanés chez les sujets
allergiques sensibilisés.

Mesure de Yactivité in vivo des allergénes
recombinants

Différentes méthodes ont été utilisées : compa-
raison du seuil de réactivité cutanée vis-a-vis de
l'allergéne naturel et vis-a-vis de 'allergéne recom-
binant, étude quantitative de la réaction cutanée
en utilisant des dilutions séquentielles et en tra-

Rev. fr. Allergol., 1996, 36, 5.

¢ant une courbe dose-réponse. Pour ces études,
des pricks-tests ou des intradermo-réactions ont
été réalisés. A I'heure actuelle, quatre études ont
fait 'objet de publications [7, 11, 12, 13].

Seuls deux tiers des sujets allergiques a Der p 2
sont détectés par l'utilisation en tests cutanés de
l'allergéne recombinant [11]. Pour r Asp f 1 [12],
parmi 15 patients présentant une aspergillose
bronchopulmonaire allergique, 10 sont détectés
par tests cutanés et par recherche d'IgE spéci-
fiques vis-a-vis de l'allergéne recombinant [12].
Pour la phospholipase A2, 6 patients sur 6 réagis-
sent a la phospholipase A2 naturelle et au recom-
binant phospholipase A2, mais les pentes des
courbes dose-réponse sont différentes, indiquant
qu’il n'y a pas identité absolue de I'activité aller-
génique dans les deux préparations [13].

Pour les recombinants Bet v 1 et Bet v 2,
50 patients sur 50 allergiques au bouleau, réagis-
sent a au moins un allergéne recombinant : 47 au
recombinant Bet v 1 (27 a 3 pg/ml et 20 a
10 pg/ml), 10 réagissent au recombinant Bet v 2
(3a3ug/mlet7al0ugml), et 7 réagissent vis-a-
vis des deux allergénes recombinants. Aucune
réaction positive n’a été observée chez les
controles. On peut donc dire que la sensibilité des
recombinants majeurs rBet v 1 et rBet v 2 est de
100 p. cent pour le diagnostic de I'allergie au bou-
leau. Dans cette étude, les tests cutanés effectués
avec l'allergéne recombinant étaient plus sensibles.
que les tests in vitro (ELISA et immunoblots) [7].
La confrontation de 'histoire clinique avec les
réactivités cutanées au recombinant bouleau nous
a permis de montrer :

- Que les polliniques monosensibilisés au bou-
leau étaient toujours positifs au recombinant
Bet v 1 et ne réagissaient jamais au recombinant
Betv2;

— Que les polliniques sensibilisés au bouleau et
ayant une sensibilisation aux graminées et/ou aux
herbacées avaient une réaction positive vis-a-vis
du recombinant Bet v 1 et occasionnellement vis
a vis du recombinant Bet v 2 ;

— Que les patients monosensibilisés au recom-
binant Bet v 2 n'avaient pas de signes cliniques
pendant la saison des bétulacées (bien qu’ils aient
un test cutané positif au bouleau), mais avaient
une pollinose clinique aux graminées ou aux her-
bacées ;

— Que le seuil de réactivité cutanée était plus bas
chez les patients allergiques au bouleau avec une
pollinose clinique ;

- Que les patients qui avaient une allergie ali-
mentaire associée (rosacées, noisettes, ombelli-
feres) étaient toujours positifs au recombinant
Bet v 1.
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FUTUR
DES ALLERGENES RECOMBINANTS

Dans la recherche fondamentale

—1ls sont des outils irremplagables pour 'étude
des épitopes T et B grace a des polypeptides
recombinants obtenus par coupure de 'ADN com-
plémentaire d'un allergéne et reclonage des frag-
ments.

—IIs permettent I'étude de facteurs bloquants de
la réaction antigénes-anticorps et/ou de la dégra-
nulation des basophiles et des mastocytes. L'uti-
lisation de molécules recombinantes Fab blo-
quantes, de peptides bloquants, d’hapténes immu-
nodominants recombinants peut étre envisagée
[14].

- En expérimentation animale, leur utilisation
permet de s'orienter vers de nouvelles stratégies
thérapeutiques (switch vers les Th1), par I'admi-
nistration de salmonelles non pathogénes expri-
mant la séquence codante de I'allergene ; ces expé-
riences d'immunisation ont été faites par voie
orale [1].

Dans la pratique allergologique [14, 15, 16]

- Ils permettent une amélioration des extraits en
éliminant les extraits instables (par exemple le
recombinant Mal d 1 de la pomme pourrait rem-
placer les extraits naturels actuels).
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Certains procédés peuvent également permettre
d’éliminer la toxicité de certaines protéines aller-
géniques.

— 1ls devraient améliorer la standardisation des
extraits allergéniques : en permettant I'obtention
d’extraits a activité stable ayant la méme compo-
sition en allergénes majeurs et reproductibles de
lot a lot.

— 1ls devraient permetire de s'orienter vers des
désensibilisations plus ciblées, basées sur l'aller-
gogramme, voire sur la quantité d'IgE spécifiques
vis a vis des différentes molécules allergéniques.

- Enfin, les applications de la recherche fonda-
mentale devraient s'étendre aux traitements futurs
de désensibilisation : suppression des épitopes B,
utilisation d’épitopes T, thérapie passive pour
saturer les mastocytes, injection d’anticorps com-
pétitifs pour les IgE.

CONCLUSION

La production d’allergénes recombinants repré-
sente une avancée qui a déja permis des progres
importants dans I'étude de la structure des aller-
génes et dans la connaissance de leur carte épito-
pique. D’ores et déja elle doit permettre d’amélio-
rer les possibilités diagnostiques et thérapeu-
tiques, notamment la désensibilisation, grice a
des standards de référence parfaitement définis.
Dans le futur, elle devrait déboucher sur de nou-
velles formes de désensibilisation.
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